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RESUMO.- A febre catarral maligna (FCM) é uma doença causada pela infecção de bovinos pelo herpesvírus ovino tipo 2 (OvHV-2), responsável por perdas econômicas em diferentes regiões do Brasil. Neste trabalho descreve-se a detecção molecular por nested-PCR (nPCR) do OvHV-2 em amostras de secreção/esfoliação nasal e fração celular san-guínea (FCS) de ovinos provenientes de 8 propriedades do Distrito Federal. Das 188 amostras nasais analisadas, 88 (41,5%) foram positivas. Ovelhas prenhes não apresenta-ram diferenças na taxa de infecção em comparação com fê-meas paridas. Fêmeas recém-paridas apresentaram taxa de 
infecção pelo OvHV-2 maior que  em animais que pariram há mais de 60 dias. Amostras de secreção/esfoliação na-sal permitiram a detecção por nPCR de animais infectados 
com uma eficiência aproximadamente duas vezes maior que em amostras de fração celular sanguínea. No Brasil, in-formações epidemiológicas sobre a infecção pelo OvHV-2 nos rebanhos ovinos e fatores envolvidos no surgimento de surtos de FCM em bovinos são escassos. Este estudo pode servir de subsídio para elucidar as características da en-fermidade e para novos estudos sobre a epidemiologia da doença no Distrito Federal e em outros Estados do Brasil.TERMOS DE INDEXAÇÃO: Herpesvírus, OvHV-2, febre catarral maligna, PCR, ovino, diagnóstico.
INTRODUÇÃOA febre catarral maligna (FCM) é uma doença viral linfopro-liferativa fatal de bovinos e outros ungulados (Russel et al. 2009). No Brasil, os casos de FCM em bovino estão vincula-dos à infecção pelo herpesvírus ovino tipo 2 (OvHV-2), sen-do essa forma denominada “ovino associada” (Mendonça et 
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al. 2008) e ocorre geralmente de forma esporádica em dife-rentes regiões brasileiras (Lemos et al. 2005, Mendonça et 
al. 2008, Galiza et al. 2010, Lucena et al. 2010, Furlan et al. 2012, Headley et al. 2012). O período de incubação em bo-vinos varia de 3 a 10 semanas e surgem sinais clínicos como distúrbios neurológicos, corrimento nasal mucopurulento, 
erosões e ulcerações em várias mucosas e febre (Garmatz et al. 2004, Mendonça et al. 2008, Furlan et al. 2012).A epidemiologia da FCM ainda não é completamente es-clarecida (Russell et al. 2009, O´Toole & Li 2014), porém os casos são frequentemente vinculados à criação consor-ciada entre bovinos e ovinos portadores do OvHV-2 (Li et al. 2001, Russell et al. 2009) e, eventualmente, onde a cria-ção é exclusivamente de bovinos (Furlan et al. 2012). No Brasil, pouco se conhece quanto à prevalência da infecção pelo OvHV-2 em rebanhos ovinos e há escassos estudos no mundo (Li et al. 1995, Mirangi & Kang’ee 1997, Wani et al. 
2006, Cortez et al. 2008, Loken et al. 2009, Bremer 2010, Giangaspero et al. 2013).Alterações de manejo e estresse são considerados fato-res cruciais para que o OvHV-2 saia da latência, passando a ser eliminado pelo ovino, propiciando a transmissão en-tre as espécies (Li et al. 2001). Eventos reprodutivos como gestação e parição são apontados como causa primária de estresse em ovelhas, propiciando condições para a elimina-ção viral no ambiente e o surgimento de casos em bovinos 
da FCM ovino-associada (Garmatz et al. 2004).
O diagnóstico da infecção pelo OvHV-2 pode ser realiza-do por diferentes testes como o ensaio de imunoadsorção 
enzimática por inibição competitiva (CI-Elisa) e a reação em cadeia da polimerase (PCR), sendo a PCR, considerada 
o método mais eficiente (Li et al. 2001, Bremer 2010).Os objetivos deste trabalho foram avaliar a taxa de in-fecção pelo OvHV-2 em rebanhos de ovinos no Distrito Fe-
deral (DF), determinar a influência da gestação e parição 
na taxa de infecção pelo OvHV-2 e comparar a eficácia das amostras de secreção/esfoliação colhidas com swab nasal e a fração celular sanguínea para detectar ovinos infectados pelo vírus por meio da nested-PCR.
MATERIAL E MÉTODOS
Oito rebanhos ovinos de pequeno a médio porte, localizados no Distrito Federal, foram selecionados aleatoriamente para este es-tudo. Nas oito propriedades avaliadas (P1 a P8), foram determi-nados o número total de ovelhas do rebanho (fêmeas acima de 18 meses de idade), idade média do plantel, tipo de alimentação/ma-
nejo na propriedade, período reprodutivo das matrizes, presença ou ausência de contato com bovinos, histórico de bovinos contac-tantes com sinais neurológicos e presença ou ausência de abrigo para os animais para proteção das variações climáticas diárias.Nos plantéis, foram amostrados aleatoriamente 188 ovinos, fêmeas, em sua maioria mestiços da raça Santa Inês, entre maio e agosto de 2012, através da colheita de secreção e esfoliação da mucosa nasal com o uso de swab de algodão (Li et al. 2001), acondicionando-se as amostras em microtubos contendo 500 µL de tampão fosfato salino pH 7,0 (PBS). Concomitantemente, foram colhidas desses mesmos animais, amostras de 3 mL de sangue em tubo contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) que posteriormente foram centrifugadas para a separação da fração celular sanguínea. Tanto as amostras obtidas com swab nasal, 
quanto as de fração celular sanguínea, foram armazenadas con-geladas a -20oC até analise. Foi realizada a extração do DNA das amostras de swab nasal utilizando-se o kit QiAamp® DNAmini kit 
(QIAGEN) e da fração celular sanguínea o DNeasy® Blood & Tissue 
Kit (QIAGEN). Para confirmação da extração e presença de DNA 
amplificável, foi realizado PCR específico para o gene do Gliceral-deído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de todas as amostras (Bi-rkenheuer et al. 2003).A nested-PCR (nPCR) foi realizada utilizando-se os iniciado-res 556 (AGTCTGGG-TATATGAATCCAGATGGCTCTC) e 755 (AAGA-TAAGCA-CCAGTTATGCATCTGATAAA) para primeira reação. Para 
a segunda reação, utilizou-se 1µL do produto da PCR primária e os iniciadores 556 e 555 (5’-TTCTGGGGTAGTGGCGAGCGAAGGCT-
TC-3’) (Baxter et al. 1993). A amostra utilizada no controle posi-
tivo era proveniente de tecido incluído em parafina de um bovino previamente diagnosticado com febre catarral maligna (Mendon-
ça  et al. 2008).  Para controle negativo, foi utilizada água deioni-
zada e purificada pelo sistema mili-Q. A reação foi realizada no termociclador C1000 Thermal Cycler® (Bio Rad). As condições de 
amplificação para a primeira reação foram: 94°C por 7 minutos 
de desnaturação, 40 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturação), 
63°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensão). A segunda reação se diferenciou da primeira pela temperatura de 
anelamento de 67°C. Produtos da segunda PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de etí-
dio e visualizados sob luz ultravioleta, resultando em um produto de 238 pares de base (pb) nos animais positivos.  Os produtos de 
amplificação de três amostras aleatórias foram clonados e subme-tidos ao sequenciamento.As taxas de infecção (TI) por OvHV-2 das ovelhas selecionadas foram determinadas em cada criatório e nos animais agrupados de acordo com os registros reprodutivos nas propriedades: fême-as com até 60 dias de gestação; fêmeas acima de 60 dias de ges-tação; fêmeas com até 60 dias de paridas (FP1); fêmeas acima de 60 dias de paridas.
Para a determinação da amostra mais eficiente (swab nasal ou fração celular sanguínea) para a detecção da infecção por OvHV-2 em ovinos, foram selecionadas aleatoriamente 66 amostras po-sitivas e 66 negativas na nPCR de secreção/esfoliação colhidas com swab nasal.  As amostras da fração celular sanguínea dessas mesmas ovelhas foram submetidas ao mesmo procedimento de detecção molecular do vírus para comparação.As frequências das taxas de infecção foram submetidas ao teste 
Exato de Fisher, valor de p≤0,05 com o programa PrismGraph 6.01.
RESULTADOSAs informações das propriedades, amostragem, rebanhos e suas taxas de infecção pelo OvHV-2 estão representadas no 
Quadro 1. O regime de criação instituído nas propriedades avaliadas era extensivo, as pastagens eram formadas pre-dominantemente por Brachiaria spp. e a água fornecida à vontade. As amostras foram colhidas no período de estia-gem no DF, com baixa umidade relativa do ar (menor que 
20%) e reduzido índice pluviométrico.No total das amostras avaliadas de swab nasal (n=188) das ovelhas, houve uma taxa de infecção (TI) de 41,5% (n=78) na análise da nPCR para OvHV-2, variando de 6,6% a 100% entre as propriedades. A TI foi maior na proprie-
dade P4 que em todas as demais (p≤0,05), assim como na 
propriedade P5 que foi superior a P7 (p ≤ 0,05). Os ovinos da propriedade P2 apresentaram taxa de infecção pelo OvHV-2 inferior ao observado nos criatórios P3, P4, P5 e P6 
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(p≤0,05). As demais comparações entre os resultados das 
propriedades não apresentaram diferenças significativas (p>0,05).As frequências de animais positivos entre fêmeas ges-tantes (50,7%) e paridas (44,5%) foram semelhantes (p>0,05). Entre os grupos de ovelhas avaliados de acordo 
com o estágio reprodutivo (Quadro 2), somente fêmeas com até 60 dias de paridas apresentaram TI pelo OvHV-2 maior 
que as fêmeas com mais de 60 dias de paridas (p≤0,05).Entre as propriedades visitadas, somente 25% (n=2) contavam com abrigo coberto para proteção dos animais das alterações climáticas diárias. As taxas de infecção (TI) pelo OvHV-2 nos ovinos amostrados nas propriedades com abrigos foram de 42,0% e de 52,5% nos criatórios sem es-
ses abrigos, no entanto, essas diferenças não foram signifi-cativas (p>0,05).A criação consorciada entre ovinos e bovinos foi ob-servada em cinco propriedades. Em três dessas, não havia 
contato direto entre as espécies, uma vez que os animais compartilhavam o piquete em temporadas distintas. So-mente em duas delas, a criação das espécies era conjunta, permitindo contato direto entre os animais. Não foram re-latadas ou observadas alterações neurológicas ou morte de bovinos nos últimos três anos naquelas propriedades, ou outros sinais clínicos compatíveis com os descritos em ca-sos de FCM.A comparação entre os resultados das amostras de swab nasal e de sangue dos mesmos animais, demonstrou que menos da metade (48,5%, n=32) das 66 amostras 
sanguíneas foram positivas (p≤0,05). Todas as 66 ovelhas negativas nas amostras colhidas com swab nasal também apresentaram resultados idênticos na avaliação da fração celular sanguínea.As análises do sequenciamento das três amostras alea-tórias apresentaram 99% de similaridade com as sequên-
cias do gene ORF75 do OvHV-2 depositadas no GenBank (EU851175.1, EU851177.1, KU499857.1).
DISCUSSÃOO presente estudo com ovinos do DF demonstrou que to-dos os rebanhos e aproximadamente metade dos animais amostrados (46,8%) apresentaram a infecção pelo OvHV-2. A prevalência de ovinos portadores desse vírus pode apre-sentar grande variação de acordo com a região estudada e o 
tipo de teste utilizado. Testes moleculares detectaram índi-ces de infecção pelo vírus em ovinos bastante variáveis em outras partes do mundo como 77% na África do Sul (Bre-
mer 2010), 70,5 % em Portugal (Cortez et al. 2008), 84,8% na Índia (Wani et al. 2006) e 99 % nos Estados Unidos (Li et al. 1995). O levantamento da infecção pelo OvHV-2 em 
ovinos do DF não possibilitou identificar as razões pelas quais as taxas de infecção nos rebanhos foram inferiores ao observado em outros países.Ao comparar individualmente as propriedades, foram 
observadas diferenças (p≤0,05) principalmente entre os criatórios com as taxas de infecção mais elevadas daque-las com os menores valores. É provável que variações no 
manejo instituído no rebanho possam ter influenciado nos resultados, de forma semelhante ao encontrado na África do Sul (Bremer 2010). Entretanto, as informações e valores 
determinados nos rebanhos do DF não foram suficientes para apontar os fatores envolvidos nessas diferenças.Não foram observadas diferenças na TI entre fêmeas gestantes e paridas nos rebanhos analisados. Entretanto, comparando-se os subgrupos, ovelhas recém-paridas apre-sentaram taxa de infecção maior que o grupo de ovelhas pa-ridas há mais de 60 dias. Esse resultado sugere que fêmeas recém-paridas poderiam apresentar maior eliminação de partículas virais para o ambiente, aumentando o risco de transmissão da FCM. Ovelhas paridas foram consideradas 
inicialmente capazes de apresentar maior quantidade de partículas virais em amostras de swab nasal (Li et al. 2001), no entanto, foi demonstrado posteriormente não haver dife-
renças significativas entre a eliminação viral na secreção na-sal de fêmeas paridas e não-paridas na transmissão da FCM (Li et al. 2004). O estresse gestacional em ovelhas é consi-derado fator que propicia a ativação viral e sua propagação 
(Baxter et al. 1997) e, por essa razão, fêmeas ovinas são mais frequentemente vinculadas à transmissão da doença 
para os bovinos (Garmatz et al. 2004, Furlan et al. 2012).Em cinco propriedades visitadas, onde havia criação conjunta (direta ou indireta) de ovinos com bovinos, não foram relatados casos de FCM ou outras enfermidades com sinais neurológicos nos rebanhos. Esses achados demons-tram que a predisposição ambiental e de manejo atribuída frequentemente a casos de febre catarral maligna (Abu El-
zein et al. 2003, Rech et al. 2005), nem sempre são sufi-cientes para explicar o surgimento ou não da doença. Uma possível explicação para a não ocorrência da FCM nas pro-priedades poderia estar associada à eliminação de níveis 
infectantes insuficientes pelos ovinos, para causar a doença nos bovinos (Taus et al. 2006).A TI nos rebanhos ovinos do DF foi menor que a obser-vada em outros países e isso poderia explicar um risco me-
Quadro 1. Informações clínico-epidemiológicas nos plantéis 
de ovelhas avaliados no Distrito Federal Propriedade OA (%) TI (%) IR (m) CB AB 1 53,3 (40/75) 32,5 (13/40) 24 S S 2 68,2 (15/22) 6,6 (1/15) 29 S N 3 85,4 (47/55) 46,8 (22/47) 36 N S 4 75,0 (9/12) 100 (9/9) 34 S * N 5 76,2 (32/42) 53,1 (17/32) 25 N N 6 73,5 (25/34) 52,0 (13/25) 23 N N 7 66,6 (12/18) 16,6 (2/12) 26 S * N 8 61,5 (8/13) 12,5 (1/8) 36 S NOA = Percentual de ovelhas amostradas no rebanho. TI = Taxa de infecção. IR = Idade média dos animais do rebanho (em meses). CB = Contato de ovinos com bovinos. S = Sim. N = Não. * Dividem o mesmo piquete com os ovinos. AB = propriedades com abrigos cobertos para os animais.
Quadro 2. Taxa de infecção pelo OvHV-2 de acordo com o 
estágio reprodutivo em ovelhas no DF  Até 60 dias Acima de 60 dias Gestantes 58,3% (7/12)a 49,1% (28/57)a Paridas 56,7% (38/67)a 28,8% (15/52)b
Letras diferentes na mesma linha indicam diferença significativa (p=0,003).
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nor de transmissão da FCM e a ausência de casos da doença nos bovinos nos mesmos criatórios avaliados. Também é importante considerar que as condições de período seco prolongado, característico do clima da região, poderiam 
dificultar a transmissão do vírus entre os animais do re-banho. A eliminação de partículas virais pelos ovinos pode 
ser influenciada pelas variações ou condições ambientais (Bremer 2010).A exposição direta dos animais às variações climáticas diárias devido à ausência de estrutura de proteção (abrigos cobertos) é um fator importante a ser considerado e que 
poderia influenciar os resultados observados. Aproximada-mente 50% de todos os animais dos rebanhos estudados (n=130) estavam expostos diretamente às condições climá-ticas pela ausência de abrigos, entretanto, não houve dife-renças na TI (p>0,05) entre as propriedades, demonstran-do que nas condições desse estudo, isso não foi relevante. O estresse é considerado fator crucial para que ocorra a eliminação de partículas virais pelos ovinos, porém pouco se sabe sobre a relação dos seus diversos fatores causais (Furlan et al. 2012). Apesar das condições de calor e baixa umidade que ocorreu no Distrito Federal no período avalia-do, os rebanhos eram formados em sua maioria por mesti-ços da raça Santa Inês provenientes de plantéis do Nordes-te Brasileiro, considerados bem adaptados às condições de seca (Veríssimo et al. 2009).
As amostras sanguíneas são utilizadas com frequência na detecção molecular de ovinos infectados pelo OvHV-2 (Baxter et al. 1993, Li et al. 1995, Wani et al. 2006, Loken et al. 2009, Bremer 2010, Dabak et al. 2012). Entretanto, os resultados obtidos com os ovinos no DF demonstraram 
uma maior eficiência das amostras colhidas com swab nasal para a detecção molecular do OvHV-2, quando comparadas com a fração celular sanguínea, em acordo às observações anteriores (Li et al. 2001, Li et al. 2004).A maior positividade de ovinos na nPCR para o vírus em amostras de secreção nasal neste estudo reforça a impor-tância das vias aéreas na eliminação do OvHV-2 (Kim et al. 2003, Li et al. 2004, Taus et al. 2005, Taus et al. 2006, Gail-breath et al. 2008). A transmissão experimental do vírus 
entre ovinos pode ser realizada através da inoculação de grandes volumes de sangue (100ml) e ocorre em apenas em 50% dos animais (Li et al. 2000). Porém, a espécie é 
capaz de apresentar períodos de eliminação de elevadas cargas virais por aerossóis e secreções nasais e infectar experimentalmente todos os ovinos expostos (Taus et al. 
2005). Esses achados poderiam justificar a maior eficiência do swab nasal para detectar animais positivos neste expe-rimento.A FCM é uma enfermidade que apresenta fatores epi-demiológicos e patogenia ainda não completamente elu-
cidados, que dificultam a compreensão do surgimento de surtos em bovinos. No Brasil, a FCM ovino-associada é a principal forma da doença e pode aumentar sua importân-cia em decorrência da disseminação da ovinocultura no território nacional, que eleva o risco dos rebanhos bovinos à exposição ao OvHV-2. Os resultados obtidos são pioneiros na região, fornecendo informações epidemiológicas sobre alguns fatores predisponentes e amostrais importantes, 
servindo de base para futuros estudos da FCM em reba-nhos bovinos.
CONCLUSÕESEste estudo com ovinos no DF demonstrou que em to-dos os rebanhos e em aproximadamente metade dos ani-mais da região ocorre a infecção pelo OvHV-2.Esses achados demonstram a importância de ovinos na manutenção do vírus e sempre deve ser considerado o ris-co que representam na transmissão da FCM para bovinos, como observado em outras regiões brasileiras.A TI pelo vírus foi semelhante entre ovelhas gestantes e paridas neste estudo, e reforça a existência do risco de transmissão do OvHV-2 independente do estágio gestacio-nal ou de parição.A colheita de amostras de secreção/esfoliação nasal per-mite detectar a infecção pelo OvHV-2 pela nPCR em ovinos 
com uma eficiência aproximadamente duas vezes maior que a obtida com amostras de fração celular sanguínea.
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